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Reaktivni polymery a kopolymery na b&zi ^-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu > zpilsob jejich 
pflpravy a jejich pouZiti pro synt^zu polymernich I65iv, pro modiftkaci biologicky aktivnlch 
proteinfi a pfipravu systSmft pro dopravu genii. 

Qblast teQhqjky 

Vyn&lez se tyk& nov^ch reaktivnich polymerii a kopolymeru na b&zi 7V-(2- 
hydroxypropyl)methakrylamidu, jejich pflpravy a pouzitl pro pfipravu polymernich \6£\v 

• umozfiujicich cilenou terapii a pro modifikaci biologicky aktivnlch proteinfi ("protein 
delivery") a pfipravu systdmfi pro genovou terapii. 

Dosavadni stay technikv 

Vyvoj nov^ch 166iv a 16kov£ch forem se v poslednich letech st&le vice zamSfuje na vyuziti 
polymernich l&tek, zvl&§t5 vodorozpustnych polymeru jako nosifcu 16Siv. Vyznamnou skupinu 
polymernich 16£iv zaznamen&vajicich rychly vyvoj tvofi 166iva pfipravend na b&zi kopolymeru 
M(2-hydroxypropyl)methakrylamidu (HPMA). Vtakov6m polymernim 166ivu je 165ivo 
vaz&no* kpolymernimu nosiCi pfes enzymaticky §tSpitelnou oligopeptidovou sekvenci 
umoinujici rizen6 uvoliiov&ni aktivniho cytostatika v cilovych (nidorovych) bunkach. Tato 
leSiva Casto vyuzivaji protil&tku jako jednotku specificky smerujici 16Civo k vybranym 

• organum ci bunkam. Struktura, synt6za a vlastnosti takovychto konjugatu jsou popsany 
v patentech (CZ 278551 - J. Kopefiek, P. Rejmanova, J. Strohalm, RDuncan, J. B. Lloyd, K. 
Ulbrich, B. Rihovd, V. Chytry; USP 5,571,785 -F. Angelucci, M. Grandi, A. Suarato) [1,2] a 
fad8 dalsich publikaci (K Ulbrich, V. Subr, J. Strohalm, D. Plocovi, M. Jelmkov&, B. Rihova, 
Polymeric drugs based on conjugates of synthetic and natural macromolecules I. Synthesis and 
physico-chemical characterisation: J. Controlled Release 64, 2000, 63-79; B. Rihova, M. 
Jelinkova, J. Strohalm, V. Subr, D. Plocov4, O. Hovorka, M. Nov&k, D. Plundrova, 
Y.Germano, K.Ulbrich, Polymeric drugs based on conjugates of synthetic and natural 
macromolecules II. Anticancer activity of antibody or (Fab'^-targeted conjugates and 
combined theraphy with immunomodulators,: J. Controlled Release 64 (2000) 241-261; J. 
Kopecek, P. Kopeckova, T. Minko, Z. R. Lu, HPMA copolymer-anticancer drug conjugates: 
design, activity, and mechanism of action: European Journal of Pharmaceutics and 
Biopharmaceutics 50 (2000) 61-81; KL Ulbrich, J. Strohalm, V. Subr, D. Plocov£, R. Duncan, 
B. Rihova, Polymeric Conjugates of Drugs and Antibodies for Site-Specific Drug Delivery, 
Macromol. Symp. 103 (1996) 177-192). [3-6]. 
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Pfehled dosud dosaien^ch v^sledku je dobfe dokumentovin v pr&ci KopeSek a spol: HPMA 
copolymer-anticancer drug conjugates: design, activity, and mechanism of action: European 
Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics SO (2000) 61-81 [5]. NSkter6 polymerni 
konjug&ty jsou v soufiasnd dobS klinicky testoviny (P. A. Vasey, R Duncan, S.B.Kaye, 
J.Cassidy, Clinical phase I trial of PK1 (HPMA co-polymer doxorubicin), Eur. J. Cancer 31 
(1995) SI 93, P. A. Vasey, S. B. Kaye, R. Morrison, C. Twelves, P. Wilson, R. Duncan, A. H. 
Thomson, L. S. Murray, T. E. Hilditch, T. Murray, S. Burtles, D. Fraier, E. Frigerio, J. Cassidy, 
Phase I clinical and pharmacokinetic study of PK1 [N-(2- hydroxypropyl)methacrylamide 

•copolymer doxorubicin]: First member of a new class of chemotherapeutic agents - Drug- 
polymer conjugates, Clinical Cancer Research 5 (1999) 83-94, P. J. Julyan, L. W. Seymour, D. 
R. Ferry, S. Daryani, C. M. Boivin, J. Doran, M. David, D. Anderson, C. Christodoulou, A. M. 
Young, Preliminary clinical study of the distribution of HPMA copolymers bearing 
doxorubicin and galactosamine, J. Controlled Release 57 (1999) 281-290, A. H. Thomson, P. 
A. Vasey, L. S.Murray, J. Cassidy, D. Fraier, E. Frigerio, C. Twelves, Population 
pharmacokinetics in phase I drug development: a phase I study of PK1 in patients with solid 
tumours: Br. J. Cancer 81 (1999) 99-108. L.W. Seymour, D.RFerry, D. Anderson, S. 
Hesslewood, P.J. Julyan, R. Poyner, J. Doran, A.M. Young, S. Burtles, D.J. Kerr, Hepatic drug 
targeting: Phase I evaluation of polymer-bound doxorubicin. J.Clin. Oncol. 20, 1668-1676, 
2002; N.V.R. Panday, M.J.M. Terwogt, W.W. Huinink et al., Phase I clinical and 

• pharmacokinetic study of PNU 166945, a novel water-soluble prodrug of paciitaxel. Proc. Am. 
Soc. Clin. Oncol. 17,742, 1998; M.J.M. Terwogt, W.W. Huinink, J.H.M. Schellens, M. Schot, 
I.A.M. Mandjes, M.G. Zurlo, M. Rocchetti, H. Rosing, F.J. Koopman, J.H.Beijnen: Phase I 
clinical and pharmacokinetic study of PNU 166945, a novel water-soluble polymer-conjugated 
prodrug of paciitaxel. Anti-Cancer Drugs 12, 315-323, 2001; M. Bouma, B. Nuijen, D.R. 
Stewart, J.R. Rice, B.A.J. Jansen, J. Reedijk, A. Bult, J.H. Beijnen, Stability and compatiblity 
of the investigational polymer-conjugated platinum anticancer agent AP 5280 in infusion 
systems and its hemolytic potential. Anti-Cancer Drugs 13, 915-924, 2002; M.M. Tibben, J.M. 
Rademaker-Lakhai, J.R. Rice, D.R. Steward, J.H.M. Schellens, J.H. Beijnen, Determination of 
total platinum in plasma and plasma ultrafiltrate, from subjects dosed with the platinum- 
containing N-(2-hydroxypropyl)methacrylamide copolymer AP5280, by use of graphite- 
furnace Zeeman atomic-absorption spectrometry, Anal Bioanal Chem 373, 233-236, 2002) [7- 
15]. Ve fazi pf edklinickeho testov&ni jsou v soucasn6 dobS polymerni cytostatika obsahujici 
jako smSrujici jednotku lidsky IgG (B.Rihova, J. Strohalm, K. Kubackova, M. Jelinkova, L. 
Rozprimov&, M. Sirova, D. Plocovd, T. Mrkvan, M. Kovaf, J. Pokorn&, T. Etrych, K. Ulbrich, 



Drug-HPMA-Hulg conjugates effective against human solid cancer: Adv. Exp. Med. Biol. 519 
(2003) 125-143). [16]. 

\tysledky klinick6ho testov&ni uk&zaly, ie napfiklad polymernl 166ivo na b&zi doxorubicinu 
(Dox) je tifiinn6 a m6nS nespecificky toxick6 nei voln6 tefiivo. Maxim&lnl tolerovani d&vka pro 
PK1 (MTD) je 320 mg/m 2 coi je 4-5 x vice, neili je v klinice poui!van& d&vka voln6ho 
doxorubicinu (60-80 mg/m 2 ), MYD pro PK2 je 120 mg/m 2 . Na rozdil od doxorubicinu nebyly 
pfi aplikaci polymerniho tefiiva pozorov&ny i&dn6 z&vain6 zmSny srdefinich funkd, afikoliv 
kumulativnl d&vka dos&hla hodnotyl680 mg/m 2 . 

^SouCasni syntdza polymernich 166iv na b&zi kopolymerii HPMA providSni podle postupu 
popsan6m v CZ patentu 278551 [1] a ?adS dalSlch praci je pomSrng sloiit& a skidd* se 
z nSkolika kroku, jako je synt6za HPMA, monomeru obsahujlclch reaktivnl esterov6 skupiny 
(4-nitrofenylov6 6i sukcinimidov6 estery), pfipravy kopolymerii obsahujlclch vpostrannim 
retSzci 4-nitrofenylov6 (ONp) nebo sukcinimidov6 (OSu) estery (polymernl prekurzory), vazby 
16£iva, pripadnS smSrujlcl jednotky kpolymernimu nosifii a CiStSnl a charakterizace 
polymerniho tefciva. Pfiprava reaktivnlch polymernich prekurzoru s 4-nitrofenylovymi 
reaktivnlmi skupinami se prov&dl sr&2ecl kopolymerizacl HPMA s 4-nitrofenylovymi estery N- 
methakryloylovanych aminokyselin nebo oligopeptide v acetonu pri 50 °C po dobu 24 hod. 
DosaSena konverze se pohybuje vrozmezl 55-60 %. Polymerace je provazena inhibiSni 

} periodou a problhajlclmi prenosovymi reakcemi. To br&nl jednoduchym zpfisobem 
(koncentracl inici&toru ci monomeru nebo teplotou) fidit molekulovou hmotnost a tedy i 
vlastnosti polymerniho prekurzoru. Vazba 165iva a smerujlci jednotky (protil&tky) je zalozena 
na aminolytick6 reakci polymernich ONp esteru primaralmi aminoskupinami obsazenymi 
v molekule leciva nebo smSrujlc! jednotky za vzniku amidick6 vazby. 

Vzhledem ke srovnatelnd rychlosti aminotyzy a hydrotyzy polymernich ONp esteru ve vodnem 
prostfedl je vazba kancerostatika napfiklad doxorubicinu, pripadnS dalSI biologicky aktivni 
molekuly ci smerujlci jednotky (galaktosamin) (CZ patent 278551) [1] providena 
vorganickSm rozpoustSdle dimethylsulfoxidu (DMSO) a izolace finalnlho produktu je 
provadena vysr&zenlm do znacnSho objemu sr&zedla (aceton : diethylether 3:1) a nisledujld 
filtracl. Konjug&ty obsahujicl jako smSrujlcl jednotku glykoproteiny (protilatky) jsou 
pripravovany dvoustupnov^m procesem, pficemz je nejdflve navazano vorganickSm 
rozpoustSdle (DMSO, DMF) IScivo napfiklad doxorubicin a po izolaci konjugatu s IScivem 
obsahujlcim cast nezreagovanych ONp esteru srazenlm, jsou protilatky vazany aminolyticky 



ve vodnem roztoku pfi konstantnlm pH v rozmezl 8,0-8,2 udriovanem pMdavkem tetraboritanu 
sodneho (K Ulbrich, V. Subr, J. Strohalm, D. Plocova, M. Jellnkova, B. Rihova, Polymeric 
drugs based on conjugates of synthetic and natural macromolecules I. Synthesis and physico- 
chemical characterisation: J. Controlled Release 64 , 2000, 63-79) [3]. 

Stejnym zpusobem jsou modifikovany rozpusUtfmi polymery na bazi kopolymeru HPMA i 
dalsi biologicky aktivnl proteiny Ci oligopeptidy (enzymy jako BS RNaza, RNaza A, 
cyklosporin A, lecirelin (K.Ulbrich, J. Strohalm, D. Plocova, D. Oupicky, V. Subr, J. SouSek, 

•P. PouCkova, J. MatouSek, Poly[N-(2-hydroxypropyl)methacrylamide] conjugates of bovine 
eminal ribonuclease. Synthesis, physicochemical and biological properties: J. Bioactive 
Oompat. Polym. 15 (2000) 4-26; J. SouCek, P. PouSkova, M. Zadinova, D. HlouSkova, D. 
Plocova, J. Strohalm, Z. Hrkal, T. Olear, K. Ulbrich, Polymer conjugated bovine seminal 
ribonuclease inhibits growth of solid tumors and development of metastases in mice: 
Neoplasma 48 (2001) 127-132; J. SouSek, P. Pou5kova, J. Strohalm, D. Plocova, D. 
HlouSkova, M. Zadinova, K. Ulbrich, Poly[N-(2-hydroxypropyl)methaciylamide] conjugates 
of bovine pancreatic ribonuclease (RNase A) inhibit growth of human melanoma in nude mice: 
J. Drug Targeting 10 (2002) 175-183; B. Rihova, A. Jegorov, J. Strohalm, V. Mafha, P. 
Rossmann, L. Fornusek, K. Ulbrich, Antibody-Targeted Cyclosporin A: J. Controlled Release 
19 (1992) 25-39; K. Ulbrich, V. Subr, J. Lidicky, L. Sedlak, J. Picha, Polymerni konjugaty 

•lecirelinu s protrahovanym ucinkem a jejich pouziti, CZ patent 288 568 (2001)) [17-21] £i 
polyelektrolytove DNA (nebo plasmidove) komplexy (K. D. Fisher, Y. Stallwood, N. K. 
Green, K. Ulbrich, V. Mautner, L.W. Seymour, Polymer-coated adenovirus permits efficient 
retargeting and evades neutralising antibodies: Gene Ther. 8 (2001) 341-348) [22]. 

Vsechny tyto syntezy vedou k hydrolyze Casti ONp nebo OSu esteroyych skupin polymeru a 
tim i ke snizeni schopnosti polymeru reagovat s proteinem, pfipadnS dalgi biologicky aktivni 
latkou, a vedou k produktu, jehoz strukturaje komplikovana a obtiing definovatelna. 

Cilem pfedlozeneho vynalezu je poskytnout nov6 jednodu§e pripravitelne reaktivni polymery a 
kopolymery HPMA obsahujici reaktivni thiazolidin-2-thionove skupiny pro syntezu 
polymernich leciv, modifikaci biologicky aktivnich proteinu a pfipravu syst6mu pro dopravu 
genu. 



Podstata wndlezu 



PFedmStem pFedloienSho vyn&lezu jsou reaktivnl polymery a kopolymery na b&zi W-(2- 
hydroxypropyl)methakrylamidu pro pFipravu polymernich I68iv, modifikaci biologicky 
aktivnfch proteinfi a pFipravu systSmfi pro dopravu genii, jejichi podstata spo£iv6 v torn, ie 
obsahuji reaktivni thiazolidin-2-thionovS skupiny. Tyto reaktivnl thiazolidin-2-thionov6 
skupiny se mohou podle vyn&lezu nach&zet na postrannlch FetSzcich polymeru 6i kopolymeru 
nebo na konci polymernlho FetSzce. 

PFednostni provedeni podle vyn&lezu pfedstavuji reaktivni kopolymery sest&vajici z 30 ai 3000 

•nonomemich jednotek spojen^ch do polymernlho FetSzce, z nichi 60 ai 99,8 % jednotekje N- 
2-hydroxypropyl)methakrylamid a 0,2 ai 40 % je reaktivnich monomernich jednotek na bazi 
JV-methakryloylovanych aminokyselin nebo oligopeptide obsahujici reaktivnl thiazolidin-2- 
thionovS skupiny, obecnSho vzorce Ma-X-TT, kde X je aminokyselina nebo oligopeptid, 
pFifiemi aminokyselina je vybran& ze skupiny zahrnujlcl kyselinu e-aminokapronovou, 
kyselinu 4-amino-benzoovou a P-alanin a oligopeptid je vybran^ ze skupiny zahrnujici GlyGly, 
GlyPhe, GlyPheGly, GlyLeuGly, GlyLeuLeuGly, Gly-L-PheLeuGly, Gly-DL-PheLeuGly, 
GlyLeuPheGly. 

DalSSim vyznakem pFedlozenSho vynalezu jsou reaktivni polymery sest&vajici z 20 az 150 
monomernich jednotek spojen^ch do polymernlho FetSzce, slozeneho ze 100 % jednotek N-(2- 

• hydroxypropyl)methakrylamidu, a nesouciho na konci FetSzce sulfanylpropionyl-thiazolidin-2- 
thionovou skupinu. 

Predlozeny vyn&lez dale zahrnuje reaktivni polymery sestavajici z 20 az 150 monomernich 
jednotek spojenych do polymernlho FetSzce, slozenSho z 95 % az 99,90 % jednotek N-(2- 
hydroxypropyl)methakrylamidu a 0,1 az 5 % iV-methakryloylovanych oligopeptide 
doxorubicinu, priSemz oligopeptidy jsou s vyhodou vybranS ze skupiny GlyPheGly, 
GlyLeuGly, Gly-DL-PheLeuGly, Gly-L-PheLeuGly, GlyLeuPheGly a GlyLeuLeuGly, a 
nesouciho na konci Fetezce sulfanylpropionyl-thiazolidin-2-thionovou skupinu. 

Dalsim pFednostnim provedenim vyn&lezu jsou reaktivni polymery sest&vajici z 20 az 2000 
monomernich jednotek spojenych do polymerniho FetSzce, slozeneho ze 100 % jednotek 7V-(2- 
hydroxypropyl)methakrylamidu, a nesouciho na konci Fetezce kyanovaleroyl-thiazolidin-2- 
thionovou skupinu. 




Vyznakem vyn&lezu jsou d&le reaktivni kopolymery sest&vajici z 20 ai 2000 monomernich 
jednotek spojen^ch do polymernlho fetfizce, sioien^ho z 95 ai 99,9 % jednotek N-(2- 
hydroxypropyl)methakrylamidu a 0,1 ai 5 % jednotek W-methakryloylovan£ch oligopeptidu 
doxorubicinu, pfifiemi oligopeptidy jsou s v^hodou vybran6 ze skupiny GlyPheGly, 
GlyLeuGly, Gly-DL-PheLeuGly, Gly-L-PheLeuGly, GlyLeuPheGly a GlyLeuLeuGly, a 
nesoucfho na konci fetSzce kyanovaleroyl-thiazolidin-2-thionovou skupinu. 

Pfedloien£ vyn&lez d&le zahrnuje reaktivni monomerni jednotky na b&zi //- 

•methakryloylovan^ch aminokyselin nebo oligopeptide obsahujici reaktivni thiazolidin-2- 
|hionov6 skupiny obecn6ho vzorce Ma-X-TT, kde X je aminokyselina nebo oligopeptid, 
prifiemz aminokyselina je vybran& ze skupiny zahrnujici kyseiinu e-aminokapronovou, 
kyselinu 4-amino-benzoovou a P-alanin, oligopeptid je s v^hodou vybran^ ze skupiny 
zahrnujici GlyGly, GiyPhe, GlyPheGly, GlyLeuGly, GlyLeuLeuGly, Gly-L-PheLeuGly, Gly- 
DL-PheLeuGly, GlyLeuPheGly a kde TT predstavuje thiazolidin-2-thionovou skupinu, vhodnd 
pro pripravu reaktivnich polymeria 

Zp&sob pripravy reaktivnich polymeru a kopolymeru podle vyn&lezu spoSiva v torn, ie se 
monomery vybran6 ze skupiny, sest&vajici z ^-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu a 
methakryloylovan6 aminokyseliny nebo oligopeptidu obsahujici reaktivni thiazolidin-2- 
^^^thionovd skupiny podrobi roztokov6 radikalov£ polymerizaci. 

Vyznakem vynalezu je d&le zpusob pripravy reaktivnich polymeru a kopolymeru podle 
vynalezu jez spoCiva v torn, ze se monomer A^(2-hydroxypropyl)methakrylamid podrobi 
radikalove sr&zeci polymeraci za pritomnosti 3-sulfanylpropionov6 kyseliny jako prenagefie ci 
azo-bis-kyanovalerov6 kyseliny jako inici&toru a ziskany polymer se nech& zreagovat s 2- 
thiazolin-2-thiolem. 

Reaktivni kopolymery podle vynalezu lze pripravit zpusobem, ktery spociva v torn, ze se 
monomer i\^(2-hydroxypropyl)methakrylamid podrobi radik&love roztokove kopolymeraci s 
N-methakryloylovanym oligopeptidem doxorubicinu za pritomnosti 3-sulfanylpropionove 
kyseliny jako pfenagece ci azo-bis-kyanovalerove kyseliny jako inici&toru a ziskany polymer se 
necha zreagovat s 2-thiazolin-2-thiolem. 
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Pfedloieny vyn&lez d&le zahrnuje pouiiti reaktivnich polymerA a kopolymeru podle vynAlezu 
pro pfipravu polymernich konjug&tfl obsahujicich 16£ivo jako doxorubicin nebo daunomycin a 
pouiiti reaktivnich kopolymenl pro pfipravu konjug&tCi obsahujicich ligand pro receptor na 
c(lov6 buflce, napf . glykoproteiny Ig, IgG, MgG nebo monoklon&lnf protil&tku pro terapeutick6 
ufiely. 

V^znakem vyn&lezu je d&le pouZiti reaktivnich polymerii podle vyn&lezu pro pfipravu 
hydrofilnlm polymerem modifikovan^ch (koutovan^ch) polymernich komplexfi (polypiexu) 
^^^)NA plasmidu nebo adenoviru jako syst6mu pro dopravu genu. 

PredmStem vyn&lezu jsou reaktivni polymery (polymerni prekurzory) pfipraven6 na b&zi 
kopolymerii HPMA s methakryloylovanymi substituovan^mi amidy, obsahujicimi reaktivni 
thiazolidin-2-thionov6 (TT) skupiny, jejich synt6za a pouiiti pro pfipravu polymernich 165iv a 
konjug&tu s proteiny pro terapeutick6 ufiely. Z&mSna ONp skupiny v HPMA kopolymerech za 
reaktivni TT skupinu pfin^i vyznamn6 zlep§eni, zjednoduSeni a zlevnSni cel6ho postupu 
pfipravy polymernich 165iv na b&zi kopolymeru HPMA i konjugatu tSchto polymeria s 
biologicky aktivnimi proteiny a oligopeptidy. Pfipravu polymernich prekurzoru obsahujicich 
reaktivni thiazolidin-2-thionov6 skupiny (TT polymery) v postrannich fetSzcich je mozne s 
v^hodou prov&dgt roztokovou polymerizaci v dimethylsulfoxidu. Vlivem vygsi polymerizacni 

•rychlosti je mozn6 dosahnout 70 - 80 % konverze jiz po 7 hod polymerace (u polymernich 
ONp esteru je mozne dos&hnout konverze 50 - 60 % az za 24 hod). Pozadovani molekulova 
hmotnost polymemiho prekurzoru neni ovlivnov&na obsahem reaktivniho komonomeru jako v 
pfipade ONp esteru a je fizena jak koncentraci monomeru a inici&toru, tak i polymeraCrii 
teplotou v sirok6m rozmezi molekulov^ch hmotnosti. 

Pfiprava semitelechelickych poly(HPMA) prekurzoru obsahujicich reaktivni thiazolidin-2- 
thionovou skupinu (TT polymery) na konci polymerniho fetezce probiha ve dvou krocich. 
Vprvnim kroku jsou pfipraveny semitelechelicke poly(HPMA) obsahujici koncove 
karboxylove skupiny sr&zeci radikalovou polymeraci v acetonu pfi 50 °C prov&denou po dobu 
24 h za pfitomnosti 3-sulfanylpropionov6 kyseliny jako pfenaseCe (K Ulbrich, V. Subr, J. 
Strohalm, D. Plocovd, M. Jelinkova, B. feihovd, Polymeric drugs based on conjugates of 
synthetic and natural macromolecules I. Synthesis and physico-chemical characterisation: J. 
Controlled Release 64 , 2000, 63-79) [3] nebo radikalovou srazeci polymeraci v acetonu pfi 50 
°C po dobu 24 hod za pouziti azo-bis-kyanovalerove kyseliny jako iniciatoru (T. Etrych, J. 
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Strohalm, K. Ulbrich, M. Jelinkovi, B. ftihov&, Targeting of Polymer-drug Conjugates with 
Antibodies. Effect of the Method of Conjugation: 5th International Symposium On Polymer 
Therapeutics, Cardiff, Great Britain, 2002, Abstracts, p. 65) [24]. N&slednou reakci koncovd 
karboxylov6 skupiny s 2-thiazolin-2-thiolem vpfitomnosti ^AT-dicyklohexylkarbodiimidu 
(DCC) v j/V;//-dimethylformamidu (DMF) je pfipraven reaktivni polymernl prekurzor. 

Semitelechelick6 HPMA-Dox polymerni prekurzory, obsahujlcl reaktivni thiazolidin-2- 
thionovou skupinu (TT polymery) na konci polymernlho fetSzce a doxorubicin vpostrannim 
fetSzci, lze pfipravit roztokovou radik&lovou kopolymeracl HPMA a iV-methakryloylovanych 
i)ligopeptidii doxorubicinu (GlyPheGly, GlyLeuGly, Gly-DL-PheLeuGly, Gly-L-PheLeuGly, 
GlyLeuPheGly a GlyLeuLeuGly) vmethanolu pfi 50 °C probihajici po dobu 24 h za 
pfitomnosti 3-sulfanylpropionov6 kyseliny jako pfena3e£e [3] nebo radik&iovou roztokovou 
kopolymeraci vy§e uveden^ch komonomerfi v methanolu pfi 50 °C po dobu 24 hod za pouziti 
azo-bis-kyanovalerov6 kyseliny jako inici&toru [24] a n&slednou reakci koncov6 karboxylove 
skupiny s 2-thiazolin-2-thiolem v pfitomnosti tyJV'-dicyklohexylkarbodiimidu (DCC) v DMF. 

Polymerni prekurzory podle vyn&lezu, obsahujici reaktivni TT skupiny, se vyznaCuji znafcnym 
rozdilem mezi rychlosti aminotyzy a hydrolyzy ve vodn6m prostfedi (obr.l), coz umozfiuje 
prov&d8t vazbu letiv i biologicky aktivnich latek v jednom reakSnim kroku. Navic ve vodnem 
k prostredi je mozn6 prov&dSt cety proces, t.j. vfcetnS vazby leCiva, coz vede ke znaSn6mu 
f zjednodugeni a zlevneni pfipravy polymernich cytostatik i konjug&tu polymeru s proteiny. 
VylouCeni pouziti velkych objemu hoflavin (diethylether, aceton) pfi synt6ze se projevi nejen 
nizsimi vyrobnimi naklady, ale i jednodussimi podminkami pro zajiSteni bezpecnosti vyroby 
preparatu a projevi se i setrnosti k zivotnimu prostredi. Porovnani pfipravy polymernich 
konjugatu je schematicky znazorneno na obr. 2. Obr. 1 dokumentuje, ze pfi aminolyticke 
reakci vazby leciva 5i proteinu bude prednostne a velmi rychle dochazet k vazbe tSchto latek 
(aminolyze) na polymer a nez&douci vedlejsi reakce hydrolyzy bude silne potlacena. 

Pfehled obr&zku 

Na obr. 1 je znazornen6 porovnani rychlosti hydrolyzy a aminolyzy kopolymeru P-Akap-TT a 
P-GlyGly-ONp v HEPES pufru pfi pH 8,0, ♦ P-Akap-TT hydrolyza, 0 P-Akap-TT aminolyza, 
▲ P-GlyGly-ONp hydrolyza, A P-GlyGly-ONp aminolyza. Na obr. 2 jsou porovn&ny 
jednotlive kroky pfi synteze polymernich konjugatu obsahujicich tecivo a glykoprotein z 
vychozich monomernich surovin HPMA a" iV-methakryloylovanych aminokyselin a 



oligopeptide obsahujicich reaktivni TT a ONp skupiny. Na obr. 3 je zn&zornSna aktivita 
klasick6ho a hv5zdicov6ho konjug&tu BS-RN&zy pfi 165bS lidsk&io melanomu v nu-nu mySich. 
Obr. 4 ukazuje dobu pfeiiti pokusn^ch mySl v terapeutick6m modu podfinl konjugdtfi 
pf ipraven^ch podle pfikladfl 5 a 6 pfedlozen6ho vyn&lezu. Na obrAzdch 5 a 6 jsou zn&zornSny 
obecn6 struktury reaktivnich sloufienin podle pFedmStn6ho vyn&lezu, kde struktura 1 
pfedstavuje monomer obecn6ho vzorce Ma-X-TT, struktura II kopolymery s reaktivnimi 
thiazolidin-2-thionov£mi skupinami v boCn6m FetSzci, struktury III a V polymery s reaktivnimi 
skupinami na konci FetSzce a struktury IV a VI kopolymery s reaktivnimi skupinami na konci 

•etSzce. Obr. 7 ukazuje struktury sloufienin pFtpraviteln^ch za pouiiti reaktivnich polymeru 
>odle vyn&lezu, pPiCemi struktura VII znizorftuje pfiklad nesm8rovan6ho polymerniho 
kancerostatika a struktura VIII pfiklad protilatkou smSrovan6ho kancerostatika. 

Vyn&lez je bH2e objasn&n v n&sledujicich pfikladech provedeni, kde jsou uvedeny pfiklady 
pfipravy reaktivnich monomeru, synt&zy reaktivnich polymerfl tj. polymernich prekurzoru za 
pouziti reaktivnich monomeru a tak6 pfiklady pouziti tfcchto polymernich prekurzoru pro 
pfipravu polymerniho teciva £i konjug&tu aniz je na nS omezen. 

Prikladv provedeni 

^^^Priprava polymernich prekurzoru 

Priprava reaktivnich polymerii se provadi ve dvou syntetick^ch krocich. V prvnim se pfipravi 
monomery - i^-(2-hydroxypropyl)methakrylamid (HPMA) a iV-methakryloylovan6 amino- 
kyseliny a oligopeptidy obsahujici thiazolidin-2-thionove reaktivni skupiny (Ma-X-TT, 
Struktura I, obr. 5). V druh&n kroku se pfipravi vysledn6 reaktivni polymery radikalovou 
kopolymerizaci HPMA s Ma-X-TT (X je oligopeptid nebo aminokyselina). 

Pfiklad 1 

Reaktivni TT kopolymer s nedegradovatelnou spojkou tvofenou s-aminokapronovou kyselinou 
(P-Akap-TT) (Struktura II, obr. 5) 

HPMA byl pripraven drive popsanou metodou [3]. iV-Methakryloyl-e-aminokapronova 
kyselina byla pfipravena methakryloylaci e-aminokapronov6 kyseliny reakci die Schotten- 
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Baumana [23]. W-methakryloyl-e-aminokapronova kyselina (3.0 g, 0.015 mol) a 2-thiazolin-2- 
thiol (1.8g, 0.015 mol) byly rozpuSteny v 35 ml octanu ethylnateho. Dicyklohexylkarbodiimid 
(DCCI) (3.72g, 0.018 mol) byl rozpuSten v 5 ml octanu ethylnateho. Oba roztoky byly 
ochlazeny na -15 °C. Ochlazen6 roztoky byly smfchany a udrzovany 1 hod pfi -15 °C a dale 
pfes noc pfi 5°C. ReakCnl smSs byla mlchana 1 hod pfi teplotS mlstnosti s pfldavkem 0,1 ml 
kyseliny octove. VylouCena dicyklohexylmoCovina (DCU) byla odfiltrovana. Roztok byl 
vakuovS zahuSten a opSt nafeden octanem ethylnatym. DalSi Cast vyloucene 
dicyklohexylmofioviny (DCU) byla odfiltrovana. Produkt byl krystalovan ze smSsi octan 

•ethylnaty - diethylether -15 °C. Produkt byl odfiltrovan, promyt diethyletherem a su§en ve 
lakuu. 

Vysledny polymer byl pHpraven radikalovou kopolymerizaci. 1 g smfisi HPMA (95 %mol, 
0,90 g) a Ma-Akap-TT (5 %mol, 0,10 g) a 0,133 g azo-bis-isobutyronitrilu bylo rozpuSteno v 
5,53 g dimethylsulfoxidu (DMSO) a roztok byl pFedloien do polymeraCni ampule. Po 
probulani polymera5ni smgsi dusikem byla ampule zatavena a polymerace provadSna pfi 60 °C 
po dobu 6 hod. Polymer byl izolovan vysrazenim do 100 ml smSsi aceton- diethylether 1:1. 
Polymer byl odfiltrovan, promyt acetonem a diethyletherem a susen za vakua. Molekulova 
hmotnost tohoto polymeru byla M w = 32 400, Mw/M„ - 1.65 a obsah TT skupin byl 3.9 mol%. 
_ Slozeni kopolymeru (obsah postrannich fetgzcu zakonfienych TT reaktivnimi skupinami) je 
Jtojmozne ridit slozenim polymerizaCni smSsi v sirokem rozsahu, molekulovou hmotnost je mozne 
Fidit koncentraci iniciatoru a monomeru v nasadg i teplotou polymerace. 

Priklad2 

Reaktivni TT kopolymer se spojkou tvofenou biodegradovatelnou tetrapeptidovou sekvenci (P- 
Gly-DL-PheLeuGly-TT, P-Gly-L-PheLeuGly-TT) (Struktura H, obr. 5) 

HPMA a oba komonomery (A^-methakryloyl-glycyl-fenylalanylleucylglycin lisici se 
konfiguraci fenylalaninu (L; D,L)) byly pfipraveny drive popsanymi metodami [3]. Oba 
methakryloyl-glycyl-fenylalanylleucylglycin-thiazolidin-2-thiony (Ma-Gly-L-PheLeuGly-TT, 
Ma-Gly-DL-PheLeuGly-TT) byly pfipraveny reakci kyseliny s 2-thiazolin-2-thiolem 
vpfitomnosti dicyklohexylkarbodiimidu (DCCI). Ma-Gly-PheLeuGly-OH (2.0 g, 0,00434 
mol) a 2-thiazolin-2-thiol (0.544 g, 0,00456 mol) byly rozpusteny ve 12 ml N,N- 
dimethylformamidu (DMF). DCCI (1.06 g, 0,00514 mol) byl rozpusten v 5 ml DMF. Roztoky 
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byly ochlazeny na -15 °C a smichany dohromady. ReakSni smes byla udriovana 1 hod pfi -15 
°C a dale po 48 hod pri 5 °C. ReakCnl smSs byla mlchana 1 hod pri teplote mistnosti za 
pridavku 0,1 ml kyseliny octove. Vyloucena DCU byla odfiltrovana a filtrat byl vakuove 
zahuSten. Olejovity zbytek byl nareden acetonem, vypadly zbytek DCU byl odfiltrovan. 
Produkt byl vyCiStSn na silikagelove kolonS ve smSsi rozpu5«del octan ethylnaty : aceton 
vpomeru 3 : 1. Frakce odpovidajicl produktu byla jlmana, rozpouStSdlo bylo vakuove 
odpafeno ksuchu. Produkt byl rozmichan s diethyletherem, odfiltrovan a ususen. 
Kopolymerizace HPMA s jednotlivymi reaktivnlmi komonomery byla provadSna za stejnych 
jpodminek, jako v pHpadg kopolymeru s Akap spojkou. Molekulova hmotnost tohoto polymeru 
byla M w » 33 100, MJM n - 1.63 obsah TT skupin byl 8.22 mol%. Sloienl kopolymeru (obsah 
postrannlch ?et5zcu zakonfienych TT reaktivnlmi skupinami) je mozne i v tomto pHpadS Hdit 
slozenlm polymerizacnl smSsi v §irok6m rozsahu, molekulovou hmotnost je mozne fldit 
koncentracl iniciatoru a monomeru v nasadS i teplotou polymerace. 

Obdobnym zpusobem byly pfipraveny i kopolymery s TT skupinami pripojenymi k polymeru 
spojkami tvofenymi glycinem, diglycinem a p-alaninem. V techto pnpadech byly vychozlmi 
surovinami HPMA a Ma-Gly-OH, Ma-Gly-Gly-OH a Ma-p-Ala-OH. Postupy syntezy byly 
analogick6 s pFipravou P-Akap-TT. 

PFiklad 3 

Priprava semitelechelickych HPMA polymeru obsahujicich koncovou thiazoUdin-2-thionovou 
reaktivni skupinu. 



A. Semitelechelicke poly(HPMA), obsahujici koncove karboxylove skupiny, byly pripraveny 
srazeci radikalovou polymeraci v acetonu pri 50 °C provadenou po dobu 24 h za pfitomnosti 3- 
sulfanylpropionov6 kyseliny jako prenagece [3] nebo radikalovou srazeci polymeraci v acetonu 
pri 50 °C po dobu 24 hod za pouziti azo-bis-kyanovalerove kyseliny jako iniciatoru [24]. 
1 g semitelechelickeho poly(HPMA) obsahujici koncove karboxylove skupiny (M n .= 5000, 
0,0002 mol karboxylov^ch skupin) byl rozpustSn v 10 ml DMF a kroztoku byl pridan 2- 
thiazolin-2-thiol (0,238 g, 0,002 mol) a DCCI (0,413 g, 0,002 mol). Reakcni smes byla 
michana 24 hod pn teplote mistnosti. Reak5ni smgs byla vakuove zahustena na koncentraci 15 
% hmotn. polymeru. Reaktivni polymer byl izolovan vysrazenim do smesi aceton : diethylether 
1:1. Polymer byl odfiltrovan, promyt acetonem, rozpusten v methanolu a izolovan srdienim do 
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smSsi aceton : diethylether 3:1. Polymer byl odfiltrov&n, promyt diethyletherem a suSen za 
vakua. (Struktury III a V, obr. 5). 

B. Semitelechelick6 HPMA-Dox kopolymery, obsahujlcl koncov6 karboxylov6 skupiny, byly 
pfipraveny roztokovou radik&lovou kopolymeracl HPMA a N-methakryloyl- 
glycylphenylalanylleucylgiycyldoxorubicinu v methanolu pfi 50 °C probihajicl po dobu 24 h 
za pfitomnosti 3-sulfanylpropionov6 kyseliny jako pfenaSefie [3] nebo radik&lovou roztokovou 
kopolymeracl v#Se uveden^ch komonomerfi v methanolu pfi 50 °C po dobu 24 hod za pouziti 
|azo-bis-kyanovalerov6 kyseliny jako inici&toru [24]. 

fl g semitelechelick6ho polymeru HPMA-Dox obsahujicl koncov6 karboxylovd skupiny (M n = 
5000, 0,0002 mol karboxylov^ch skupin) byl rozpu§tSn v 10 ml DMF a k roztoku byl pfid&n 2- 
thiazolin-2-thiol (0,238 g, 0,002 mol) a DCCI (0,413 g, 0,002 mol). Reakfinl smSs byla 
mich&na 24 hod pfi teplotS mlstnosti. ReakCnl smSs byla vakuovS zahuStSna na koncentraci 15 
% hmotn. polymeru. Reaktivni polymer byl izolov&n vysr&ienlm do smSsi aceton : diethylether 
1:1. Polymer byl odfiltrov&n, promyt acetonem, rozpuStSn v methanolu a izolov&n sr&zenim do 
smSsi aceton : diethylether 3:1. Polymer byl odfiltrov&n, promyt diethyl etherem a suSen za 
vakua. (Struktura IV, obr. 5 a struktura VI, obr. 6). 



Pnklad 4 

Pfiprava nesmSrovan6ho polymerniho kancerostatika s doxorubicinem v DMSO 

Kopolymer P-GlyPheLeuGly-TT (Struktura E) (0,15 g) byl rozpust&i v0,85 ml DMSO a 
k roztoku bylo pfid&no 0,016 g Dox.HCl a dale 0,003 ml triethylaminu. Po 1 hod michani bylo 
prid&no dalsich 0,0012 ml Et3N a reakcni smes byla michana dalsi 1 hod. Zbyl6, nezreagovane 
TT skupiny byly odstranSny pfidavkem 0,002 ml l-amino-2-propanolu a polymer byl izolovan 
vysrazenim do smesi aceton - diethylether 3:1. Polymer byl odfiltrovan a pfecisten pfes kolonu 
plnenou Sephadexem LH-20 v methanolu. Obsah navizan6ho Dox byl 6.79 % hmotn. 
(Struktura VII, obr. 7). 



Pnklad 5 
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PFiprava nesm5rovan6ho polymemlho kancerostatika s doxorubicinem ve vodS 




Kopolymer P-GlyPheLeuGly-TT (0,15 g) byl rozpuStSn v 1,5 ml destilovan6 vody a k roztoku 
bylo pFid&no 0,016 g Dox.HCl. Reakftnl smSs by la mlch&na 2 hod pFi teplotS mlstnosti a pH 
roztoku bylo udriov&no pomocl pH-statu na hodnotS 8,2 pfldavkem nasycen6ho roztoku 
tetraboritanu sodn^ho. Zbyl6, nezreagovan6 TT skupiny byly odstranSny pHdavkem 0,002 ml 
l-amino-2-propanolu a pH bylo upraveno na 6,5. Fin&lni produkt byl pfe5i2t5n pres kolonu 
plnSnou Sephadexem G-25 ve vodS a lyofilizov&n. Obsah nav&zan^ho Dox byl 6,51 % hmotn.. 



Priklad 6 

Priprava klasickeho protilitkou smSrovan&io polymerniho kancerostatika s doxorubicinem 
(Struktura VIII, obr. 7) 



Kopolymer P-GlyPheLeuGly-TT (0.1 g, 8,22 %mol TT skupin) byl rozpuStgn pHmo v 5,0 ml 
Adriablastiny (Adriblastina CZ, Pharmacia-Upjohn, tekova forma Dox.HCl, 2 mg Dox/ml 0,15 
M NaCl) a pak bylo prid&no 35 mg hlgG (Intraglobin F, Biotest GmbH) v 1,87 ml destilovane 
vody. Pomoci pH-statu bylo upraveno pH z pofi&tefcnich 5,0 na 8,0 pridavkem tetraboritanu 
sodn6ho a bylo na t6to hodnotS udrifcov&no 1,5 hod pak bylo zvyseno na 8,2 po n&sledujici 4,5 
hod. Pak bylo prid&no 0,002 ml l-amino-2-propanolu a pH bylo upraveno na 6,5. Finalni 
produkt byl precistSn p?es kolonu plnSnou Sephadexem G-25 ve vodS a lyofilizov&n. Konjugat 
obsahoval 4,3 % hmotn. Dox a 29,7 % hmotn. hlgG. Mol. hmotnost M w konjug&tu byla 885 
000. 

Priklad 7 

Priprava hvSzdicoveho protil&tkou smerovan6ho polymerniho kancerostatika s doxorubicinem 

Pro pfipravu hvgzdicoveho cytostatika na b&zi kopolymeru HPMA byl pouzit semitelechelicky 
kopolymer nesouci v postrannich fetezcich Dox, pfipraveny podle prikladu 3 B. Reakce 
polymeru s protilatkou byla prov&dSna podle postupu uvedeneho pro syntezu hvezdicoveho 
konjugatu vychazejiciho ze semitelechelickSho ONp esteru [3]. Reakce byly provadeny pfi 
ruznSm pomSru polymeru a protil&tky ve vychozi smSsi a tim bylo rizeno i slozeni produktu 
(obsah protilatek v konecnem lecivu a molekulova vaha produktu). Ackoli obS reakce vedou k 



14 



velmi podobnym produktum (obsah Dox v konjugatu 4-5 % hmotn., M w - 500 000), reakce 
vychazejlci z TT HPMA kopolymeru vedla k vySSim vytelkum a menSimu obsahu 
nezreagovaneho (hydrolyzovaneho) polymeru v reakcnl smSsi na konci reakce. To umoiftuje 
pfesneji nastavit stupeii substituce protilatky polymerem jednoduge zmSnou pomSru navaiek 
obou komponent vstupujiclch do reakce. Rovnez ciStenl produktu od nezreagovaneho 
polymeru je pak jednoduSSi. 



Priklad 8 

Priprava klasickeho konjugatu kopolymeru HPMA s hovezi pankreatickou RNazou (RNazou 
A) 

Kiasicky konjugat byl pFipraven reakci polymeru pripraven6ho podle p?ikladu 2 (P-Gly-DL- 
PheLeuGly-TT) s RNazou A za stejnych podminek, jak je uvedeno v [3]. Obsah RNazy A v 
polymernfm konjugatu byl stanoven pomoci aminokyselinove anal^zy (LDC-Analytical, 
kolona s reverznl fazi Nucleosil 120-3 Ci 8 Macherey Nagel, OPA derivatizace [3], Cistota byla 
ovSrena SDS-PAGE electroforezou (gradientovy gel 10-15 Phastsystem (Pharmacia LKB) a 
konjugat charakterizovan pomoci GPC (Superose 4B/6B; 0.05 M Tris pufr pH 8.0). Vlastnosti 
konjugatu byly porovnany s vlastnostmi konjugatu pfipraveneho z klasick6ho ONp reaktivniho 
polymeru. Bylo zjigteno, ie fyzikalng-chemicke vlastnosti obou konjugatu (obsahy proteinu v 
konjugatu, molekulove hmotnosti) i biologicka aktivita p?i lecbS lidskeho melanomu v nu-nu 
mygich (Obr. 3) je podobna. Synteza vyuzivajici reaktivniho polymeru podle vynalezu 
probihala rychleji, pro dosazeni stejneho produktu stacilo pouzit polymer s menSim obsahem 
reaktivnich skupin (2 % mol) a ve vyslednem konjugatu nebyl p?itomen nemodifikovan^ 
protein ani nezreagovany polymer (vytSzek reakce reaktivnich skupin byl vetsi). 



Priklad 9 

Priprava hvgzdicov6ho konjugatu kopolymeru HPMA s RNazou A 

Hvezdicovy konjugat poly(HPMA) s RNazou A byl pripraven ze semitelechelick6ho polymeru 
pfipraven6ho podle pfikladu 3 stejnym postupem jako pfi synteze vychazejici z poly(HPMA) s 
koncovou sukcinimidovou reaktivni skupinou [3]. HvSzdicov^ konjugat byl cisten od 
nizkomolekularnich latek pomoci preparativni gelove chromatografie (Sephacryl S3 00, kolona 
26x600mm, prutok 12.5 ml/h, destilovana voda). Po zahuSteni na ultrafiltracni membrane (PM 



m + • • * • » • ^ * 

" - * * Z Z t 

15 

30) byl produkt lyofilizovan. Pfi porovnani syntezy konjugatu pomoci polymerniho OSu a TT 
estem, synteza pomoci TT esteru vedla k vStSimu vyteiku reakce a mnohem menSimu podllu 
nezreagovaneho (hydrolyzovaneho) polymeru v reakcni smfisi. Vysledny konjugat byl ucinny v 
in vivo podmlnk&ch stejnS jako konjug&t pflpraveny^ z reaktivnlho OSu esteru (Obr 3). 

Pflklad 10 

In vitro aktivita (cytotoxicita) polymernich doxorubicinovych kancerostatik 

^^^n vitro testy cytotoxicity byly provadeny standardni metodou [4] na ConA stimulovan^ch a 
nestimulovanych mySIch T-splenocytech a na nadorov6 linii mySiho T-bunScn6ho lymfomu 
EL-4. Cytotoxicita byla sledovana pomoci zmeny zabudovani [ 3 H]-thymidinu do bunek 
inkubovan^ch v m6diu obsahujicim testovan^ vzorek o ruzn^ch koncentracich. Cytotoxicita 
byla vyjadrena faktorem ICso (koncentrace latky, pFi ktere dochazi k 50 % poklesu proliferace 
testovany-ch bunSk). Ukazka v^sledku testu je uvedena vtabulce 1. Vysledky ukazaly, ze 
vlastnosti konjugitu pripraven^ch jednoduSSi a levnSjgi metodou die vynalezu jsou ve shodS s 
vlastnostmi konjugatfi pFipraven^ch narocnSjSi klasickou metodou. 

^^Tabulka 1 

Porovnani cytotoxicity polymernich Dox kancerostatik pftpravenych z thiazolidin-2- 
thionovych (TT) a klasickych 4-nitrofenylovych (ONp) polymeru . 



Konjugat 


Splenocyty (ConA) 
ICjo [ug/ml] 


EL-4 
IC 50 [ug/ml] 


Dox 


0,07 


0,03 


P-Gly-DL-PheLeuGly-Dox (TT) 


>8,00 


>8,00 


P-Gly-DL-PheLeuGly-Dox (ONp) 


21,5 


19,1 


P-Gly-DL-PheLeuGly-Dox(hIgG) (TT) 


>8,00 


> 8,00 


P-Gly-DL-PheLeuGly-Dox(hIgG) (ONp) 


-8,00 


11,8 


P-Gly-L-PheLeuGly-Dox(hIgG) (TT) 


>8,00 


>8,00 
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Pfiklad 11 

Porovn&nl in vivo aktivity polymernlch Dox cytostatik pfipraven^ch zTTa ONp polymerfi 

In vivo testy byly prov&dSny na my§ich kmene C57BL/10 s inokulovan^mi bufikami mySiho 
T-bunS6n6ho lymfomu EL4. N4dorov6 buiiky (10 5 ) byly pod&ny subkut&nnS (s.c.) do prav6 
dolnl poloviny dorz&lni strany my§l v den 0. L6fiivo (polymernl cytostatikum s GlyPheLeuGly 

Isekvenci) bylo pod&no v terapeutickSm reiimu (pod&ni 166iva v d&vce 5 mg/kg ve dnech 10, 
■2, 14, 16 a 18 po inokulaci). Byl sledov&n riist n&doru a pfeiiv&nl testovan^ch zvlfat. Pfiklad 
vysledku je uveden na Obr. 4. Bylo prok&z&no, ie v in vivo podmink&ch je tifiinnost obou 
polymernich cytostatik, klasickSho pf ipraven^ho z ONp poiymeru a 165iva pripraven^ho novou 
metodou pfes TT polymery, shodnl L65ba polymernimi cytostatiky by la podstatnS ueinnSjSi, 
neili klasicka 165ba komerfinim doxorubicinem. 

Pfiklad 12 

Povrchovi modifikace polyelektrolytov6ho komplexu DNA plasmidu (polyplexu) hydrofilnim 
polymerem. 

kPolyelektrolytov^ komplex polykationtu polylysinu s DNA (nebo specifickym plasmidem) 
"pLL/DNA pfipraveny podle [25] byl povrchovS modifikov&n reaktivnim polymerem o 
struktufe II i o struktufe HI. Polymerni komplex pLL/DNA pfipraveny pfi pomSru n&boju +/- 
2:1 (moi. v&ha pouzit6ho pLL byla 20 000) v HEPES (pH 7,5) o koncentraci 20 p.g/ml DNA (5 
ml) byl smichan s 200 jxg poiymeru o struktufe II nebo III a reakfini smes byla michana 15 min 
pfi pokojov6 teplote. K reakcni smesi komplexu s polymerem II bylo pfid&no, obdobnS jako v 
praci [25], 300 \ig pEG-NH 2 modifikovanSho biologicky aktivniho oligopeptidu (SIKVAVS) a 
reakcni smes byla v obou pfipadech ponectana reagovat pfes noc pfi pokojov6 teplote. 
Nezreagovany polymer a pfipadny derivat oligopeptidu byly odstranSny z roztoku na 
zahusfovaci Vivaspin 20 (100 000 Da cut-of) a povrchove upraven^ nesmerovany i 
oligopeptidem smerovany komplex byl pouzit pro testy jeho stability a biologick6 aktivity. 
Bylo ukazano, ze polymerem upraven^ polymer je podstatne stabilnejsi jak v roztocich soli, tak 
i v pfitomnosti krevnich bilkovin (albumin). Schopnost transfekce DNA in vitro byla 
zachovana. 
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PATENTOVfe NAROKY 

1. Reaktivni polymery a kopolymery na bazi W-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu pro 
pflpravu polymernich leciv, modifikaci biologicky aktivnlch proteinu a pHpravu systemu 
pro dopravu genu, vyznacene tim, ie obsahuji reaktivni thiazolidin-2-thionove skupiny. 

2. Reaktivni polymery a kopolymery podle naroku 1, vyznacene tim, ie obsahuji reaktivni 
thiazolidin-2-thionove skupiny na postrannich fetezcich polymeru 6i kopolymeru. 

3. Reaktivni polymery a kopolymery podle naroku 1, vyznacene tim, ie obsahuji reaktivni 
thiazolidin-2-thionove skupiny na konci polymerniho fetSzce. 

4. Reaktivni kopolymery podle naroku 2, vyznacene tim, ie sestavaji z 30 ai 3000 
monomemich jednotek spojenych do polymerniho fetSzce, z nichi 60 ai 99,8 % jednotek je 
JV-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu a 0,2 ai 40 % je reaktivnich monomemich jednotek 
na bazi N-methakryloylovanych aminokyselin nebo oligopeptide obsahujici reaktivni 
thiazolidin-2-thionove skupiny obecneho vzorce Ma-X-TT, kde X je aminokyselina nebo 
oligopeptid, pficemi aminokyselina je vybrana ze skupiny zahrnujici kyselinu e- 
aminokapronovou, kyselinu 4-amino-benzoovou a P-alanin a oligopeptid je vybrany ze 
skupiny zahrnujici GlyGly, GlyPhe, GlyPheGly, GlyLeuGly, Gly-L-PheLeuGly, Gly-DL- 
PheLeuGly, GlyLeuPheGly. 

5. Reaktivni polymery podle naroku 3, vyznacene tim, ie sestavaji z 20 az 150 monomemich 
jednotek spojenych do polymerniho fetezce, sloieneho ze 100 % jednotek N-(2- 
hydroxypropyl)methakrylamidu, a nesouciho na konci fetezce sulfanylpropionyl- 
thiazolidin-2-thionovou skupinu. 

6. Reaktivni polymery podle naroku 5, vyzna£en6 tim, ie sestavaji z 20 az 150 monomemich 
jednotek spojenych do polymerniho fetezce, sloieneho z 95 % ai 99,90 % jednotek N-(2- 
hydroxypropyl)methakrylamidu a 0,1 ai 5 % i^-methakryloylovanych oligopeptide 
doxorubicins pfiSemi oUgopeptidy jsou vybrane ze skupiny zahrnujici GlyPheGly, 
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GlyLeuGly, Gly-DL-PheLeuGly, Gly-L-PheLeuGly, GlyLeuPheGly a GlyLeuLeuGly, a 
nesouclho na konci FetSzce sulfanylpropionyl-thiazolidin-2-thionovou skupinu. 

Reaktivni polymery podle naroku 3, vyznacene tlm, ze sestavaji z 20 az 2000 monomemich 
jednotek spojenych do polymernlho fetSzce, sloien^ho ze 100 % jednotek N-(2- 
hydroxypropyl)methakrylamidu, a nesouciho na konci Fetface kyanovaleroyl-thiazolidin-2- 
thionovou skupinu. 

Reaktivni polymery podle naroku 7, vyznacene tlm, ze sestavaji z 20 az 2000 monomemich 
jednotek spojenych do polymernlho retSzce, slozeneho z 95 az 99,9 % jednotek N-(2- 
hydroxypropyl)methakrylamidu a 0,1 az 5 % jednotek iV-methakryloylovanych 
oligopeptidu doxorubicinu, pfiCemi oligopeptidy jsou vybran6 ze skupiny zahrnujici 
GlyPheGly, GlyLeuGly, Gly-DL-PheLeuGly, Gly-L-PheLeuGly, GlyLeuPheGly a 
GlyLeuLeuGly, a nesouclho na konci Fetezce kyanovaleroyl-thiazolidin-2-thionovou 
skupinu. 

Reaktivni monomernl jednotky na bazi //-methakryloylovanych aminokyselin nebo 
oligopeptidu pro pfipravu polymeru podle naroku 4, vyzna5en6 tlm, ze sestavaji z N- 
methakryloylovanych aminokyselin nebo oligopeptidu obecn6ho vzorce Ma-X-TT, kde X 
je aminokyselina nebo oligopeptid, pFicemi aminokyselina je vybrana ze skupiny 
zahrnujici kyselinu e-aminokapronovou, kyselinu 4-amino-benzoovou a P-alanin a 
oligopeptid je vybrany ze skupiny zahrnujici GlyGly, GlyPhe, GlyPheGly, GlyLeuGly, 
Gly-L-PheLeuGly, Gly-DL-PheLeuGly, GlyLeuPheGly a kde TT je reaktivni thiazolidin- 
2-thionova skupina. 

0. Zpusob pFlpravy reaktivnlch polymeru a kopolymeru podle naroku 1, vyznaceny tlm, ze se 
monomery vybrane ze skupiny, sestavajlcl z 7V-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu a ^- 
methakryloylovane aminokyseliny nebo oligopeptidu obsahujlcl reaktivni thiazolidin-2- 
thionove skupiny podrobl radikalov6 kopolymeraci v roztoku. 

1. Zpusob prlpravy reaktivnlch polymeru a kopolymeru podle naroku 1, vyznaceny tlm, ze se 
monomer iv"-(2-hydroxypropyl)methakrylamid podrobl radikalove srazecl polymeraci za 
pfltomnosti 3-sulfanylpropionov6 kyseliny jako prenaSefie ci azo-bis-kyanovalerove 
kyseliny jako iniciatoru a zlskany polymer se necha zreagovat s 2-thiazolin-2-thiolem. 
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12. Zpfisob pPIpravy reaktivnlch kopolymerik podle n&rokii 6 nebo 8, vyznaCen^ tim, ie se 
monomer 7V^(2-hydroxypropyl)methakrylamid podrobi radik&lov6 roztokov6 kopolymeraci 
s N-methakryloylovan£m oligopeptidem doxorubicinu za pfltomnosti 3- 
sulfanylpropionov6 kyseliny jako pfenaSefie Ci azo-bis-kyanovalerov6 kyseliny jako 
inici&toru a ziskan^ polymer se nechA zreagovat s 2-thiazolin-2-thiolem. 

B.Pouiiti reaktivnlch polymerfi podle n&roku 1, pro pfipravu polymernich konjug&tfi 
obsahujicich ldfiivo jako doxorubicin, daunomycin. 

14. Pouftti reaktivnlch kopolymeru podle n&roku 1, pro pfipravu konjug&tu obsahujicich 
protein jako IgG, hlgG, monoklon&lni protilitku. 

15. Pouziti reaktivnich polymeru podle n&roku 1, pro pfipravu hydrofilnim polymerem 
modifikovanych ("coated") polymernich komplexfi (polyplexu) DNA plasmidu nebo 
adenovirii jako syst6mu pro dopravu genu. 
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Anotace 

Nazev: Reaktivnt po lymery a kooolvmerv na bazi JvV2-hvdroxvDroDvnmethakrvlarnidu. 

zpfisob jefich pflpravv a ieiich pouziti pro svntezu polvmernich leCiv. pro modifikaci 
biologickv aktivntch proteinfi a pHpravu svstem& pro dopravu genfl. 
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fteSeni se t$k& reaktivnlch polymerG a kopolymerii na b&zi 7V-(2- 
hydroxypropyl)methakrylamidu, kter6 obsahuji reaktivnl thiazolidin-2-thionov6 skupiny jei 
mohou byt v postrannlch fetSzcich polymeria nebo na konci polymerniho fetSzce. fteSenf d&le 
zahrnuje zp&sob jejich pfipravy a jejich pouiiti pro synt^zu polymernich 165iv a konjug&tu s 
roteiny a pfipravu systdmfi pro dopravu gemi. 
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Obr. 1 



Porovnani rychlosti hydrolyzy a aminolyzy kopolymeru P-Akap-TT a P-GlyGly-ONp 
v HEPES pufru pfi pH 8,0, ♦ P-Akap-TT hydrolyza, 0 P-Akap-TT aminolyza, ▲ P-GlyGly- 
ONp hydrolyza, A P-GlyGly-ONp aminolyza 
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Obr. 2 



Porovnam synt6zy polymeru sTT a ONp skupinami (X je oligopeptidova spojka (spacer) 
mezi polymerem a 16civem). 
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Obr. 3 



Biologicki aktivita klasick6ho (konjugat 1) a hvSzdicov6ho BS-Rnase konjug&tu (konjug&t 2) 
pri 16£bS Hdsk6ho melanomu v nu-nu mysich 
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Obr.4 

Doba pFeSiti pokusnych mySi v terapeutick6m modu s konjug&ty 
pFipraven^mi podle prikladu 5 a 6 

A kontrola, ♦ DOX, □ P-Gly-DL-PheLeuGly-DOX 

o P-Gly-DL-PheLeuGly-DOX(hlgG), • P-Gly-I^PheLeuGly-DOX(hIgG) 
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Struktura V 
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Struktura IV 




Obr.5 



Struktura VI 
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Struktura VIII 
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